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Abstract
Objective: Diabetes is associated with accelerated atherosclerosis, with the incidence of cardiovascular disease in diabetic patients,
three to four times that of nondiabetic individuals. Glucose reacts with LDL in a process known as nonenzymatic glycation. Also,
oxidation of LDL is a factor in the develomemt of atheroclerosis. From the previous study, we found that M-CSF and PMA increased
the viability of macrophage while LPS and dexamethasone decreased. In the present study, effects of effectors on uptake and
oxidation of glycated-LDL on HMDM(human monocyte derived macrophage) were tested.
Methods: Glycated-LDL was labelled with 5-iodoacetamide(5-IAF) in order to investigate both binding and degradation of
glycated-LDL by human monocyte derived macrophage. Also, the electrophoretic mobility and thiobarbituric acid reactive
substance(TBARS) value of glycated-LDL were compared.
Results: From the experimental results on the effects of target molecules on glyco-oxidation of LDL, M-CSF and PMA enhanced
the LDL glycoxidation and mobilities on agarose gel electrophoresis whereas LPS and dexamethasone decreased. Also, effects of
effectors on the viability of macrophage and uptake of glycated-LDL showed the same results from the glycoxidation of LDL.
Conclusion: Finally, we concluded that effects of effectors on the viability of macrophage and uptake of glycated-LDL showed the
same pattern compared to the glycoxidation of LDL. And it appears that factors such as viability, macrophage uptake, and
glycoxidation are related on the development of atherosclerosis.
Key Words: glyco-oxidation, glycated-LDL, uptake test, macrophage, LPS (Lipopolysaccharide), M-CSF (macrophage-Colony Stimulating
Factor), PMA (Phorbol-12 Myristate13-Acetate), dexamethason
책임저자 : 김태웅
강원도 춘천시 효자동 강원대학교 생명과학부 생화학전공, Tel: 033)250-8515, Fax: 033)242-0459
E-mail : tawkim@kangwon.ac.kr
- 430 -
Macrophage와 Glycated-LDL의 Uptake 및 산화에 미치는 몇 가지 Effector의 효과
서 론
동맥경화는, 혈중에 있는 lipoprotein의 농도가
높아지거나 modified-LDL의 형성에 의해 일어나
며 동맥벽에 가해지는 생물학적 손상이 반복적
으로 가해지며 내막층이 갈라지거나 얇아져서
LDL, modified LDL, 혈액속의 monocyte, 분화된
macrophage 등의 세포들이 내막의 틈으로 들어가
내막 아래에 축적된다1. Macrophage는 oxidized-
LDL 및 modified LDL에 대해서 조절능력을 상실
하여 macrophage에 과산화 지질의 축적과 콜레스
테롤의 계속된 축적이 일어나고 결과적으로 콜
레스테롤과 콜레스테롤 에스터 등이 주성분인
지질이 침착된 foam cell을 형성하게 된다2,3. 또
한, macrophage는 oxidized-LDL의 과다한 침착으
로 유도된 foam cell로 형성된 죽상동맥의 초기
병변 이라고 생각되는 fatty streak과 fibrous
plaque의 형성을 야기시킬 수 있다. 이러한 물질이
조직에 들어가게 되면 cholesterl-rich LDL에 의해
지방성분을 함유하게 됨과 동시에 TNF, IL-6,
M-CSF, IL-1 등의 증식인자를 분비하여 평활근
세포와 결체조직 세포가 증식을 일으키게 만들
어 동맥벽이 두꺼워지며, 내막 또한 동맥내강 쪽
으로 뚜꺼워지고 혈액속의 혈소판들이 내벽에
붙어서 역시 증식인자를 분비하여 근처의 세포
를 증식 시키며, 결국 지방질을 많이 포함한 죽
종을 형성하게 된다4. 이런 동맥벽의 변화는 동
맥벽의 손상과 변성을 일으키는 위험요인인
ox-LDL 혹은 Glycated-LDL에 의해 동맥경화를
유발한다5,6,7.
전 실험8의 결과에서, M-CSF와 PMA는 macro-
phage의 분화에 stimulator로 작용하지만 LPS와
dexamethason은 반대로 억제효과를 보인다는 결
과를 얻었으므로, 본 연구에서는 이러한 effector
들이 macrophage와 glycated-LDL의 uptake에 어떻
게 작용하며 또한 glycated-LDL의 glyco-oxidation
에서의 효과를 비교하였다.
재료 및 방법
1. 시약
M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor),
PMA (Phorbol-12 Myristate 13-Acetate), LPS
(Lipopolysaccharide), Dexamethasone, RPMI 1640,
HBSS (Hank's Balanced Salt Solution), Agarose,
RBC lysis buffer, Penicilline, TBA (Thiobarbituric
acid), Ficoll/Hypaque 등은 Sigma Chemical Com-
pany (St, Louis, MO, U.S.A)에서 구입하였고, FBS
(Fetal Bovine Serum)과 5-IAF (5-Iodoacetamide
fluorescein)는 각각 Molecular Probes (Eugene, OR,
U.S.A)와 Cal Biochem (La Jolla, CA)에서 구입하
여 사용하였다. Whole blood와 plasma는 대한적
십자사 혈액원에서 구입하여 본 실험에 사용하
였다.
2. LDL의 분리와 Glycation
모든 방법은 전 실험8과 동일하며, 혈액원으로
부터 구입한 정상인의 혈장을 재료로 하여 KBr
로 density (1.019∼1.063 g/mL)를 맞춘 후 초원심
분리기를 이용하여 분리하였다. 원심분리 과정에
는 0.05% EDTA, 0.05% NaN3 그리고 aprotinin을
첨가하였다. 위의 과정을 통해 분리된 LDL을
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4)으로 24시
간 동안 4℃에서 투석한 뒤 농도는 Lowry method
를 통해 결정하였다23. LDL glycation은 먼저 LDL
에 100 mM의 glucose와 pH 7.4의 PBS를 넣어준
후 배양기의 온도를 37℃로 고정시켜서 실험에
필요로 되는 시간만큼 배양하였다. 단백질과 반
응하지 않은 glucose를 제거하기 위해 50 mM, pH
7.4의 PBS로 투석 한 후 본 실험에 사용하였다.
3. Whole blood로 부터의 Monocyte분리
채혈한지 24시간 이내의 혈액을 구입하여, 전
실험8과 동일하게 Ficoll/Hypaque gradient centri-
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fugation을 이용하여 분리하였다. 동량의 혈액을
Ficoll/Hypaque위에 pasteur pippet으로 섞이지 않
게 조심스럽게 올려놓고 2,300 g에서 20분간 원
심분리한다. 이렇게 하면 네 개의 층으로 분리되
는데 lymphocyte층만 떠낸다. HBSS로 씻어준 후
다시 순차적으로 1,800 g 1,600 g 1,300 g 900 g에
서 10분간 원심분리 한다. 이것을 다시 적정량의
HBSS로 희석한 후 소량을 취해 trypan blue로 염색
해서 hemacytometer로 cell수를 결정한 후 plating
한다. 참고로 본 실험에 사용된 cell의 수는 2×
106/well이며, 적정량의 세포를 plating한 후 약 3
시간 가량 serum이 없는 RPMI 1640을 이용하여
preincubation한 후에 상층액을 제거하고 10% FBS
를 포함한 RPMI 1640 100 L로 세 번 washing한
후 5% CO2 gas를 포함하고 있는 배양기에서 30
시간 배양하여 실험하였다.
4. Glycated LDL의 5-IAF labelling
Glycated LDL의 molar ratio에 대한 10배 정도
의 0.1 M ammonium bicarbonate (pH 8.0)에 녹인
5-IAF (5-Iodoacetamide fluorescein)를 넣고 4℃에
서 magnetic bar를 이용하여 천천히 24시간 정도
stirring 하였다. 이것을 다시 3×20 cm Sephadex
G-50 column을 이용하여 filtration해서 fluorescent
product를 얻었다. unbound 5-IAF를 제거하기 위
해 nitrogen gas를 사용하여 ultrafiltration해서 얻
어낸 glycated-5-IAF-LDL을 본 실험에 사용하였
다15.
5. Macorphage에 의한 5-IAF labelled
Glycated-LDL의 Uptake test
5-IAF로 label된 glycated-LDL을 macrophage와
30시간 배양한 후 supernatant와 pellet을 분리해서
fluorescence spectrophotometer를 이용하여 excita-
tion wavelength 493, emission wavelength 520 nm
에서 scan하였다. pellet은 0.5 M NaOH를 이용하
여 lysis하여 얻었다.
6. Agarose gel electrophoresis.
Glycation된 LDL에 대한 electrophoretic mobility
의 변화정도를 알아보기위해 실시 하였으며 0.5%
agarose gel을 사용하였고 사용된 buffer는 pH 8.6
의 barbital buffer를 사용하였다.
7. TBARS의 측정
LDL에 포함되어 있는 lipid성분의 산화 정도는
TBARS method를 이용하여 측정하였다13. EDTA
와 BHT를 넣은 후 LDL에 TCA를 넣어 단백질을
침전시켰고 이것을 원심분리하여 상층액만 수거
하였다. 분리된 상층액에 TBA를 넣어 반응시킨
후 532 nm에서 흡광을 측정하여 standard와 비교
하여 data값을 얻었다.
결 과
1. Macrophage와 glycated LDL의 결
합 (Uptake)에 미치는 target mole-
cule의 영향
Macrophage와 결합하는 uptake test는 60일
glycation시킨 glycated-LDL이 사용되었고, uptake
측정을 위한 marker로 단백질 농도에 대한 10배
의 5-IAF를 첨가하여 24시간, 4℃ cold chamber에
서 반응을 시킨 후, sephadex G-50 column을 이용
하여 filtration하였고 다시 ultrafiltration kit을 사용
하여 결합하지 않은 5-IAF를 제거한 후 본 실험
에 사용 하였다. cell을 먼저 plate바닥에 attachment
시키기 위해 37℃, 5% CO2 조건의 incubator에서
4시간 정도 preincubation하여 medium을 갈아주었
고 이때 각각의 effector와 5-IAF labelled glycated-
LDL을 함께 넣은 후, 일정시간 배양하여 결과를
얻었다. 본 실험에서는 supernatant와 pellet을 분
리하여 결과를 얻었으며 supernatant는 원심분리
후 형광을 측정하여 결합하지 않은 (unbound)5-
IAF labelled glycated-LDL양으로 하였으며, pellet
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은 0.5 M NaOH 1 mLl를 가한 후 용해시켜 fluores-
cence (Ex 493, Em 520 nm)에서 흡광을 측정하여
결합된 (bound)5-IAF labelled glycated-LDL의 양으
로 하였다.
Fig. 1의 M-CSF와 PMA의 supernatant (unbound)
를 비교하면, 시간이 지남에 따라 배지속에 포함
Fig. 1. Comparison of binding of 5-IAF-glycated-LDL on macrophage in the presence of PMA and M-CSF
Glycated-LDL (60 days) was labelled with 5-IAF, and incubated with macrophage for a period of
time (10, 20, 30 40 and 50 hrs). Excitation and emission wavelength were 493 and 520 nm,
respectively.
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되었던 5-IAF labelled glycated-LDL의 양이 감소
함을 보이며, pellet (bound)은 결합시간이 지남에
따라 높은 흡광값을 나타내었다. 전 실험7의 MTT
assay에서 나타난 결과와 같이, 배양시간이 증가
함에 따라 macrophage cell의 분화 정도가 증가한
다는 결과와 유사하게 이 배지속의 5-IAF labell
된 gly-LDL이 macrophage에 의한 uptake정도가
증가하는 것을 보여주었다. pellet (bound된)의 경
Fig. 2. Comparison of binding of 5-IAF-glycated-LDL on macrophage in the presence of LPS and Dexamethason
Glycated-LDL (60 days) was labelled with 5-IAF, and incubated with macrophage for a period of
time (10, 20, 30 40 and 50 hrs). Excitation and emission wavelength were 493 and 520 nm,
respectively
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우는 supernatant에서 보여준 결과와는 반비례하
는 결과를 보이며, 이것은 시간의 경과에 따라
macrophage에 의해 5-IAF labelled glycated-LDL의
uptake가 증가된다는 것을 알 수 있다. Fig. 2는
LPS와 dexamethasone 첨가에 의한 영향을 보여주
며, Fig. 1과는 상반된 결과를 나타내지만, 이 결
과 역시 MTT assay와 서로 일치되는 관계를 보
여주고 있다. 즉, LPS와 dexamethasone의 첨가에
의해 macrophage cell의 differentiation이 감소하게
되어, 이러한 이유로 macrophage에 의한 uptake양
이 감소한다는 것을 알 수 있다. Fig. 3은 10, 30,
60, 180일 glycation시킨 각각의 glycated-LDL에
5-IAF를 labelling하여 각각의 effector와 함께 30
시간 배양하여 supernatant를 수거하여 control을
기준으로 하여 흡광도를 측정한 결과이다. Native-
LDL (0 day)를 blank로 하여 supernatant에서의 흡
광값을 control (blank)과 비교하여 macrophage에
의한 uptake양을 계산한 결과이며, 이 결과에서
는 glycation의 정도가 길어질수록 macrophage cell
에 의한 glycated-LDL의 uptake양이 10일 glycated-
LDL에서급격한증가를보였으며, 60days (glycation)
까지는 완만하게 증가하는 pattern을 보였으며,
각각의 effector는 다른 uptake 결과를 보인다는
것을 알 수 있었다. 앞의 그림의 결과와 같이
M-CSF와 PMA를 첨가한 경우 macrophage에 의
한 uptake양이 증가하는 모습을 보였으며 dexame-
thasone과 LPS를 배지에 첨가할 경우에는 uptake
양이 control보다 낮게 보였으므로 이러한 effector
들이 macrophage와 modified LDL의 uptake에 환
경적인 영향을 보임을 다시 한번 확인하였다.
2. Glycated LDL의 oxidation에 미치
는 effector의 영향
Glycation 정도에 따른 MDA(malondialdehyde)
형성 양을 TBARS방법을 이용하여 비교 하였다.
TCA로 단백질을 침전시켜, 원심분리한 후 TBA
시약을 넣고 15분 정도 끓는 물에서 중탕하면서
반응 시켜 532 nm에서 흡광도를 측정하였다.
Fig. 4와 같이, glycation time이 증가될수록
MDA의 형성량이 증가하는 것으로 보아, 시간의
Fig. 3. Enhancement of uptake of 5-IAF-glycated-LDL on the degreee of glycaion in the presence
of effectors.
Glycated-LDL (10, 30, 60 and 180 days) andnative-LDL (0day) were used for uptake test with
macrophages in the presence of effectors
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경과에 따라 LDL의 산화에 의한 modification정
도가 증가하는 알 수 있었다. 이러한 결과를 다
시 한번 확인하기 위해 agarose gel electrophoresis
를 시행하였다 (Fig. 5). 0.5% agarose gel을 사용
하여 5시간 동안 electrophoresis한 후 gel상에서
이동한 glycated LDL의 이동 거리를 조사하여 얻
은 결과이며, Fig. 5의 gel 사진은 5시간 동안 이
동한 glycated LDL의 이동 모습을 보여주고 있다.
위의 결과를 보면, LDL이 glucose와 비 효소적
으로 반응하여 LDL 자체에 갖고 있던 positive
Fig. 4. Changes of TBARS value related to the degree of glycation
Fresh LDL was incubated for a period of time (0, 10, 30, 60 and 180 days)
with glucose for glcation of LDL and ther each glycated-LDL was dialyzed
against PBS buffer to remove unreacted glucose.
Fig. 5. Changes of mobility on agarose gel electrophoresis
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charge (lysine, arginine)를 가진 단백질 부분의 아
미노산이 glucose의 C-C=O와 축합 반응되어,
glycation 시간이 증가함에 따라 positive charge의
아미노산이 상대적으로 줄어들어 gel의 하단부
(positive charge)로 이동되는 것으로 설명할 수 있
다. Fig. 6에서는 macrophage cell에 존재하는
Fig. 6. Comparison of MDA formation on macrophage with effectors
Glycated-LDL (50 g/mL) was added on each well in the presence or absence of effector
with incubation times, 0 or 30 hours
Fig. 7. The relationship between MTT and MDA formation
Native-LDL (0 day) and glycated-LDL (10, 30, 60 and 180 days) were used
for the dexamethason of MDA and MTT in the absence of cytokine.
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glycated-LDL과 여러 effector가 존재할 때의 MDA
형성양을 측정하는 실험을 하였다. 0시간 일때의
MDA값을 측정하여 control로 하였고 monocyte를
분리하여 preincubation한 후 각각의 effector와 함
께 glycated LDL (60 Days)을 첨가하여 coincuba-
tion하였다. 전체의 부피를 동량으로 맞추기 위해
medium으로 보정하였다.
Fig. 7은 TBARS 측정치와 MTT의 결과를 상관
관계로 표시한 것으로, native-LDL (0일) 및
glycated-LDL (0, 30, 60, 180일)의 MDA 형성과
MTT 결과로서, glycation시간이 길어짐에 따라
MDA의 형성량이 증가하며, 또한 MTT의 결과와
비례적으로 증가한다는 것을 알 수 있었다. 이러
한 결과로서 modify된 정도가 높아질수록 macro-
phage에 의한 glycated LDL의 uptake가 증가되며,
또한 여러 effector에 따라 영향을 받는다는 것을
시사해 주고 있다
고 찰
최근, 동맥경화와 관련된 당뇨병의 합병증세는
주요 연구대상이 되고 있다9. 당뇨병 환자인 경
우, 사망원인의 2/3 이상이 Cornary Heart Disease
(CHD)에 의한 것으로 알려지고 있으며, 최근의
Joslin Clinic의 보고에 의하면, insulin-dependent-
diabets melitus (IDDM)환자의 1/3이 CHD증세를
가지고 있으며 점차 증가 추세인 것으로 알려지
고 있다. 이와 같이 최근에는 동맥경화는 다른
질환, 특히 당뇨병과의 관련성에 많은 관심을 가
지게 되었다11,18.
본 연구에서는, macrophage에 의해 uptake되는
glycated-LDL에 몇가지 effector의 존재 유무에 따
라 effector들이 glycated-LDL의 uptake와 glycated-
LDL의 glyco-oxidation에 미치는 영향을 연구하였
다. effector로는 M-CSF, PMA, LPS, dexamethasone
을 사용하였으며 macrophage는 인간의 혈액에서
monocyte를 분리하여 본 실험에 사용하였다.
M-CSF는 macrophage에 의한 acetylated-LDL의
uptake와 degradation을 그리고 cholesterol의 esteri-
fication을 촉진 시키는 것으로 보고된 바 있다
10,11. PMA 또한 macrophage에 의한 modified-LDL
(oxidized 및 acetylated-LDL)의 uptake에 영향을
주는 것으로 알려져 있다12. 본 실험에서는 in
vitro에서 macrophage에 의한 modified-LDL
(glycated-LDL)이 uptake될 때 effector가 미치는
영향을 연구 하였다. 또한 macrophage에 의한
glycated-LDL의 uptake에도 scavenger receptor가
관여하는 것으로 보고된바 있다14,16,26. 또한 glu-
cose와의 incubation에 의해 얻어지는 glycated-
LDL은 glycation의 시간이 길어질수록 macrophage
의 differentiation을 증가시켰으며17. MDA의 생성
량을 비교해 볼때도 시간이 증가할수록 좀더 높
은 수치를 보여주고 있다 (Fig. 4). 이러한 결과는
agarose gel을 이용한 electrophoresis를 통해서 다
시 한번 확인해 볼 수 있었는데 glycation의 시간
이 증가할수록 positive charge쪽으로 좀더 많이
이동되는 결과를 보여주고 있다 (Fig. 5). 30시간
incubation후 생성된 MDA양을 측정한 결과, M-
CSF와 PMA에서 MDA형성 값이 높게 나타나는
것을 알 수 있었다. 이러한 결과는, uptake test에
서 나타난 결과와 일치 하였으며, 이러한 실험의
결과로서, MDA의 형성은 직접적으로 agarose 전
기영동에 의한 이동 (mobility)과 같은 LDL의
modification정도와 관련이 있다고 할 수 있다.
5-IAF labelling glycated-LDL을 만들어 macrophage
에 의한 uptake양을 supernatant와 pellet으로 구분
하여 각각 측정해 보았다 (Fig. 1, 2). M-CSF와
PMA의 supernatant에서는 macrophage와의 coin-
cubation시간이 증가할수록 unbound된 양이 감소
하는 경향을 보여주었고 pellet에서는 배양 시간
이 증가될수록 uptake된 양이 증가하는 모습을
나타냈으며 LPS와 dexamethasone은 이러한 결과
와 상반되는 결과를 나타내었다. 또한 glycation
time에 따른 cell에 의한 uptake를 조사하였을 때,
MTT에서 나타난 결과와 유사한 형태로 glycation
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time이 증가함에 따라 macrophage에 의한 uptake
양이 증가하는 모습을 보였다. 위의 결과로부터
macrophage에 의한 modified-LDL의 uptake에
stimulator로 작용하는 M-CSF와 PMA는 혈중에
glycated-LDL이 존재할 경우, 동맥경화의 촉진인
자로 작용하고, macrophage의 분화에 stimulator로
작용한다는 것을 알 수 있었고 LPS와 dexame-
thasone의 경우는 반대의 효과를 나타냄을 알 수
있었다. oxidant (Cu+2)에 의한 glycated-oxidized
LDL의 실험을 통해 본 실험과 유사한 결과들이
보고된 바 있지만21,24, glycated-LDL에 관한 연구
는 최근 연구되고 있는 상태이다. 본 연구에서는
직접적으로 macrophage와 glycated-LDL 그리고 몇
개의 effector들을 통한 cell과의 coincubation을 통
해 동맥경화에 미치는 glycated-LDL의 영향 및
effector들의 효과를 알아보았다. 여기서 얻어진
결과를 통해, 정확한 mechanism은 아직 규명되지
않았지만, 사용된 effector들이 macrophage에 의한
glycated-LDL의 uptake에 stimulator 혹은 inhibitor
로서 역할을 한다는 것을 알 수 있었고, 혈중
glucose의 농도가 높아지게 되면 여러 조직이나
혹은 단백질, 지질 등과의 결합을 통해 당뇨병과
관련된 합병증을 일으킬 수 있는 기회가 높아진
다는 사실이 확인되었다.
또한 macrophage에 의한 glycated-LDL의 uptake
에도 scavenger receptor가 관여하는 것으로 보고
된바 있다19,22,23,25. 당뇨병에서 다량 존재하는 glu-
cose는 환원당과 환원당 대사물질에 의한 생체단
백질의 glycosylation은 노화의 주요현상의 하나
가 된다고 알려지고 있다13. 또한, glycosylation에
관여하는 glucose는 생체에 존재하는 protein과 중
합현상을 보이며 melanoidine의 형성에 작용한다.
이러한 glucose와 생체단백질은 반응하여, 다수의
dicarbonyl화합물의작용에의하여, 3-deoxyglucosone
을 생산물로 하며, 단백질의 lysine과 arginine 잔
기를 공격하여 단백질의 중합시키는 것으로 알
려져 있다. 생체의 Maillard 반응이 일어나고 있
음이 입증된 것은 Hemoglobin의 성분인 HbA가
당뇨병 환자에 있어 증가한다는 보고 이후에 환
원당과 단백질의 반응이 주목을 받기 시작했다11.
당뇨병에 의한 glucose의 증가는 plasma의 LDL에
작용하여 endothelial cell 내에서 Gly-LDL을 형성
함으로써 세포에 손상을 주는 것으로 나타나고
있으며, intima에서 foam cell형성에 직접 작용되
는 것으로 알려지고 있다20,27. 앞으로 macrophage
mRNA의 양이 effector들에 의해 어떻게 변화되
는지와 배지로부터 release되는 여러 물질들
(TNF- , IL-1, IL-6. etc)을 antibody를 이용한
western blot 그리고 macrophage에 의해 생성되는
free radical (superoxide, H2O2)의 생성량 등을 통
해 사용된 effector에 따라 어떤 변화가 나타나는
지 알아보면, 체내에서 일어나는 복잡한 과정의
이러한 질병의 정확한 mechanism을 밝히는데 도
움이 될 것으로 예상된다.
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